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ACE：Angiotensin converting enzyme 
ALDH2：Aldehyde dehydrogenase 2 
ATII：Angiotensin II 
AT1R：Angiotensin II receptor type 1 
AUC：Area under the curve 
CaM：Calmodulin 
COPD：Chronic obstructive pulmonary disease 
cAMP：Cyclic adenosine monophosphate 
cGMP：Cyclic guanosine monophosphate 
N2O3：Dinitrogen trioxide 
DEA / NO：Diethylamine nonoate  
Deoxy-Hb：Deoxy-hemoglobin 
Deoxy-Mb：Deoxy-myoglobin 
EDRF：Endothelium-derived relaxing factor 
eNOS：Endothelial nitric oxide synthase 
ECM：Extracellular matrix 
NTG：Glyceryl trinitrate 
iNOS：Inducible nitric oxide synthase 
MAP：Mean arterial blood pressure 
nNOS：Neuronal nitric oxide synthase 
NO：Nitric oxide 
L-NAME：Nω-nitro-L-arginine methyl ester 




PKA：Protein kinase A 
PKC：Protein kinase C  
PKG：Protein kinase G 
ROS：Reactive oxygen species 
RAS：Renin-angiotensin system 
sAC：Soluble adenylate cyclase 
sGC：Soluble guanylate cyclase 
TGF-β1：Transforming growth factor-β1 



















1977 年に Murad らは、狭心症の治療薬であるニトログリセリン（NTG）の血
管拡張作用が一酸化窒素（NO）を介した機序であることを証明した。さらに、
Furchgott と Ignarro らが血管内皮細胞から分泌される内皮由来血管拡張因子
（EDRF）を発見し、その正体が NO であることを明らかにして以来、NO に関
する研究は盛んに行われてきた。 
生体内の NO は、アミノ酸である L-アルギニンと NO 合成酵素（NOS）によ
り産生される。NOS は、発現場所により 3 つのアイソザイムが知られており、
血管内皮細胞に存在する内皮型 NOS（eNOS）、神経細胞に存在する神経型 NOS
（nNOS）、炎症系細胞の活性化により誘導される誘導型 NOS（iNOS）がある 1, 
2。前者の 2 つは、生体の恒常性の維持に不可欠な存在であり、特に血管内皮障














硝酸塩が NO に還元されることを証明しており 5、亜硝酸塩が新たな NO 供給源
としての役割を果たす可能性を示唆している 6。このことから、これまで生体内







ん性の報告はない 7ことから、2008 年に FAO/WHO 合同食品添加物専門家会議
（JECFA）において、「人が飲み水や食事から摂取する量の硝酸塩における発が
ん性については根拠不十分である」と報告している。 










し かし、食事由来の亜硝酸ナトリウムからの NO 産生に関る主要因子や循環







因性 NO 合成阻害剤の N-omega-L-arginin methyl ester（L-NAME）を処置した NO
不足による高血圧モデルラットを用い亜硝酸ナトリウムの血圧降下作用につい
て検討を行った。さらに、亜硝酸ナトリウムからの NO 産生の主要因子を明らか
にするため、NTG からの NO 産生に関与していることが知られているミトコン
ドリアアルデヒド脱水素酵素（ALDH2）および虚血下において亜硝酸塩から NO
を産生することが報告されているキサンチン酸化酵素（XO）に着目して、正常
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による体液量の増加、RAS の活性化、血管内皮障害による NO の産生低下など
が関与すると考えられている。 
亜硝酸塩は、生理学的な酸性環境下や低酸素条件下で NO を産生する 13こと
から病理学的な虚血状態において重要な NO 供給源になると考えられている 14-
17。これは、亜硝酸塩由来の NO が虚血再灌流による心臓、肝臓、脳の臓器傷害
から臓器を保護するという報告からも裏付けられている 18。亜硝酸塩からの化
学的・酵素的な NO または NO を介したシグナル伝達物質への変換経路には、次
のような報告がある。まず、胃内のような酸性環境下における還元があり 19、こ
の還元は亜硝酸塩のプロトン化を介して起こり、N2O3と平衡状態にある亜硝酸
を生成し、その後 Homolysis を経て NO を生じる。しかし、これらの反応は胃内
や皮膚表面のような酸性 pH のみで起こる。さらに、還元型ヘモグロビン（Deoxy-
Hb）20、還元型ミオグロビン（Deoxy-Mb）14などの Heme（鉄イオンを含む）を
含むグロビンたんぱく質による還元や XO21、ミトコンドリアの Cytochrome c や











を利用して NO を産生し、血管拡張作用を示すことが示唆されている 20, 25, 26。ま
た、Chen らは、ミトコンドリアに存在するアルデヒド脱水素酵素（ALDH2）が
NTG を 1,2- glyceryl dinitrate（1,2-GDN）と亜硝酸塩に変換することを示した 25
が、その後 NTG からの NO への変換に対する ALDH2 の影響を示した報告はな
い。 







する ALDH2 や XO などの酵素が亜硝酸ナトリウムを還元することにより NO を
産生し、NO を介した血圧降下作用を示すと仮説を立てた。そこで本研究では、








第 2 節 内因性 NO 不足高血圧ラットに対する亜硝酸ナトリウムの血圧降下作用  
 
2-1 内因性 NO 不足高血圧モデルラットの作成と検討 
生体内では L-arginine を基質として NOS により、血管内皮細胞や神経細胞で
常に NO が産生されていることから生体内で作られた内因性 NO と食事などか
ら取り入れた亜硝酸ナトリウム由来の外因性 NO を区別することは難しい。そ
こで本研究では、この内因性 NO と外因性 NO を区別するとともに老化や各種
疾患（心血管疾患、糖尿病、脂質代謝異常症など）で見られる血管内皮障害に
よる NO 産生低下を想定して研究を行うため、Sprague-Dawley（SD）系の雄性








Table. 1 L-NAME-induced hypertension and plasma nitrite and nitrate concentration. 
The values are the means ± SE (n = 9 to 22). *P＜0.05 v.s. control rats. 

















トリウム投与（0.1 - 0.2 mmol/ kg）においては、投与後 10 分程度で血圧が最も低
下したが、時間の経過と共に初期血圧と同程度まで回復した。しかし、高濃度あ











Fig. 3 Time course of the MAP in response to oral administration of sodium nitrite in L-
NAME-induced hypertension rats. The values are the means ± SE (n = 4 to 6). 
MAP: mean arterial blood pressure 
 











込まれたあと NO に変換され血圧降下作用を示すことが示唆された。 
14 
 
Fig. 4 Time course of the MAP in response to intravenous administration of sodium nitrite 
in L-NAME-induced hypertension rats. The values are the means ± SE (n = 4 to 6).  
MAP: mean arterial blood pressure 
 
亜硝酸ナトリウムの経口投与と静脈内投与の血圧降下作用をさらに評価する
ため、初期血圧から最も血圧が低下した値を用いて最大血圧低下率（% drop of 
MAP）を算出した。さらに、時間概念を取り入れた血圧の圧力-時間曲線下面積
（AUC of MAP）を算出した。その結果、経口投与と静脈内投与の% drop of MAP
および AUC of MAP は、投与量の増加に伴い増大した（Fig. 5）。このことから亜
硝酸ナトリウムの血圧降下作用は、経口及び静脈内投与のどちらにおいても投
与量依存的な作用を示すことがわかった。また、AUC of MAP を基に Hill plot 法
で ED50を算出したところ経口投与（0.22 mmol/kg）であり、静脈内投与では 50 








Fig. 5 Analysis of % drop of MAP and AUC of MAP to hypotensive effect of oral and 
intravenous administration sodium nitrite. The values are the means ± SE (n = 4 to 6). 









2-3 亜硝酸ナトリウムとその他の NO 供与体との血圧降下作用の比較 
亜硝酸ナトリウムと、その他の NO 供与体の血圧降下作用を比較するため狭
心症治療薬として臨床的に広く用いられている NTG（生体内で還元され NO を
産生する）と生体内で変換を伴わず直接 NO を放出する自発的 NO 供与体の
Diethylamine nonoate（DEA/NO）を用いて検討を行った。NTG の投与量は、0.01, 
0.1, 1 μmol/ kg、DEA/NO は 0.01, 1, 10 μmol/ kg に設定した。血圧の測定は、これ
までと同じカテーテル法で行い NTG または DEA/NO を静脈内投与した後、60
分間の血圧を測定して解析・評価した。Fig. 6 に示したように NO 供与体である
NTG と DEA/NO の血圧降下作用は亜硝酸ナトリウムと同様の血圧降下作用を示
した。さらに、NTG に関しては亜硝酸ナトリウムや DEA/NO の AUC of MAP と
同等の効果を示した投与量は 1 µmol/kg であった。このことから、亜硝酸ナトリ





















Fig. 6 Time course of the MAP in response to NO donor (NTG or DEA/NO) in L-NAME-
induced hypertension rats. The values are the means ± SE (n = 4 to 6). 
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3-1. 亜硝酸ナトリウムの血圧降下作用に対する ALDH2 と XO の影響 
第 2 節では、in vivo における正常酸素環境下および生理的 pH における亜硝酸
ナトリムの経口投与および静脈内投与の血圧降下作用への影響を明らかにした。
これまで、亜硝酸塩からの NO または NO 様物質への変換に関する研究は、血圧
降下作用と同様に in vitro や虚血（低酸素環境下や酸性環境下）などの病態下で






Fig. 7 Effect of ALDH and XO involved in NO production from nitrite in normoxic under 




ALDH の阻害剤は数多く存在するが、本研究では ALDH2 の阻害剤として
Cyanamide、XO の阻害剤として Allopurinol を用いた 27, 28。この 2 つの阻害剤は、
一般によく研究で使用されており 29-37、Kera ら 38により、Cyanamide と Allopurinol
は、それぞれ XO と ALDH のお互いの酵素活性に対してほとんど阻害効果を示
さないことが報告されている。また、本研究においては ALDH2 阻害剤を
Cyanamide だけでなく異なる作用機序で ALDH2 を阻害する Chloral hydrate を用
いて検討を行った。 
本実験では、Saline、ALDH2 阻害剤である Cyanamide（25 mg/kg, i.v.）または






弱した（Fig. 8-A）。XO は、嫌気性環境下における亜硝酸塩からの NO 産生に深
く関与している 28, 39が、正常酸素環境下では XO を阻害しても 17μmol/ kg の亜
硝酸ナトリウム投与による血圧降下作用を完全に抑制することはできなかった
（Fig. 9-A）。しかし、投与量 50 μmol/ kg と 150 μmol/ kg では、亜硝酸ナトリウ
ムの血圧降下作用を一部阻害した（Fig. 9-A）。したがって、少なくとも 50 μmol/ 
kg と 150 μmol/ kg 用量においては正常酸素環境下での亜硝酸ナトリウムからの
NO 産生に XO が部分的に関与することが示唆された。 
一方で、自発的な NO 供与体である DEA/NO の血圧降下作用については、
ALDH2 と XO の阻害のどちらの影響も受けなかった（Fig. 8-C, 9-C）。これは、




換され血圧降下作用を示すことが知られている NTG は、Cyanamide の処置によ
り血圧降下作用がほぼ完全に抑制した（Fig. 8-B）が、Allopurinol による XO 阻
害の影響は受けなかった（Fig. 9-B）。この結果は、これまでに報告された研究結
果と一致しており NTG が ALDH2 により NO に変換され生理作用を示したと考
えられた。 
 
Fig. 8 Effect of MAP in sodium nitrite treatment of ALDH2 inhibition by cyanamide. The 
values are the means ± SE (n = 4 to 10). *P＜0.05 v.s. saline.  








Fig. 9 Effect of MAP in sodium nitrite treatment of XO inhibition by allopurinol. The 
values are the means ± SE (n = 4 to 10). *P＜0.05 v.s. saline. MAP: mean arterial blood 







Fig. 8, 9 で示した亜硝酸ナトリウムの血圧降下作用に対する ALDH2 と XO 阻
害の影響を、さらに評価するために% drop of MAP と AUC of MAP を算出した。
Table 2 に ALDH2 阻害剤（Cyanamide, Chloral hydrate）および XO 阻害剤
（Allopurinol）の処置の有無による亜硝酸ナトリウム、NTG、DEA / NO の投与
後の% drop of MAP と AUC of MAP を示した。 
 
 
Table 2 Inhibitory profiles of % drop of MAP and AUC of MAP with allopurinol, 
cyanamide or chloral hydrate against the hypertensive effect of NO donors. 
The values are the means ± SE (n = 4 to 10). 
*P＜0.05 v.s. saline, ** P＜0.05 v.s.saline. 
MAP: mean arterial blood pressure, NTG: nitroglycerin 
 
 
Sodium nitrite (17 μmol/kg) 29.0 ± 5.9 19.7 ± 8.9 7.7 ± 2.4 * 4.0 ± 1.1 **
Sodium nitrite (50 μmol/kg) 36.5 ± 4.4 12.6 ± 0.8 ** 12.2 ± 1.0 ** 9.4 ± 2.8 **
Sodium nitrite (150 μmol/kg) 52.2 ± 4.2 51.4 ± 6.2 36.6 ± 4.9 *
NTG (0.1 μmol/kg) 16.5 ± 3.8 1.3 ± 1.2 **
NTG (1 μmol/kg) 42.7 ± 4.7 47.5 ± 6.1 8.4 ± 1.8 **
DEA/NO (1 μmol/kg) 59.3 ± 1.5 57.7 ± 2.8 56.3 ± 2.6
Sodium nitrite (17 μmol/kg) 1370 ± 249 609 ± 394 516 ± 104 * 670 ± 129 *
Sodium nitrite (50 μmol/kg) 1778 ± 335 597 ± 110 * 903 ± 75 * 647 ± 271 *
Sodium nitrite (150 μmol/kg) 3210 ± 289 2888 ± 382 1982 ± 369 *
NTG (0.1 μmol/kg) 281 ± 179 391 ± 107
NTG (1 μmol/kg) 1001 ± 269 1376 ± 320 476 ± 37 **
DEA/NO (1 μmol/kg) 1792 ± 153 1360 ± 219 1391 ± 278
NO donors (dose) Saline Allopurinol Cyanamide
Saline Cyanamide
% drop of MAP
AUC of MAP (mmHg ・ min)
Chloral hydrate




4 と同様に投与量依存的に% drop of MAP と AUC of MAP を増加させた。ALDH2
阻害剤である Cyanamideの前処置により亜硝酸ナトリウムのすべての投与量（17 
μmol/ kg, 50 μmol/ kg, 150 μmol/ kg）で、% drop of MAP と AUC of MAP の両方を
有意に低下した。しかし、XO 阻害剤である Allopurinol 処置においては 50 μmol/ 
kg の亜硝酸ナトリウム投与のみ% drop of MAP および AUC of MAP を抑制した
が、17 μmol/ kg と 150 μmol/ kg では XO の阻害効果を認めなかった。このこと
から、XO は正常な酸素環境下における亜硝酸ナトリウムからの NO 産生に対す
る寄与率は低いことが示唆された。さらに、我々は Cyanamide とは異なる阻害
メカニズムを介して ALDH2 を阻害することが知られている Chloral hydrate40を
用い 17 μmol/ kg と 50 μmol/ kg の亜硝酸ナトリウム投与による血圧降下作用へ
の影響について検討を行った。その結果、Chloral hydrate は Cyanamide と同様に
亜硝酸ナトリウムの投与量 17 μmol/ kg と 50 μmol/ kg の% drop of MAP および
AUC of MAP を抑制した（Table 2）。 
これらの結果から、正常な酸素環境下における亜硝酸ナトリウムからの NO 産
生および血圧降圧作用の寄与率は XO に比べ ALDH2 で非常に高いことがわか





ける亜硝酸塩からの NO 産生に関与していること考えられた。 
また、Chen ら 25は、ALDH2 が NTG の代謝と血管拡張に関連があることを報




（Fig. 4, Fig. 6）、ALDH2 が NTG と亜硝酸ナトリウムからの NO への変換に関与
している可能性を血圧降下作用から示した（Fig. 8, Table 2）。このことから NTG-
Nitrite-NO 経路により NTG が薬理学的効果を発揮していると考えられたが、亜
硝酸ナトリウムが NTG と同様の血圧降下作用（生理作用）を示すためには、高
濃度の亜硝酸ナトリウムが必要であることがわかった。これは、Complex III、
Cytochrome c、Cytochrome c oxidase のような亜硝酸還元酵素が、in vitro で NO を
発生するために mmol の亜硝酸塩を必要とする 42という結果と一致していた。さ
らに、Ohtake ら 29と他の研究者 30, 43は、血圧降下作用と可溶性グアニル酸シク
ラーゼ（sGC）活性の点で亜硝酸塩が NTG より 2 か 3 オーダー効果が低いこと






NO を産生するためには高濃度で用いる必要がある 22。一方、最近の Mayer らに
よる一連の報告では、亜硝酸塩の還元とは無関係に ALDH2 による NTG から NO
生成に対する直接的な変換過程が存在することを示唆している 31, 44, 45。これら






3-2 亜硝酸ナトリウムの体内動態に対する ALDH2 と XO の影響 
これまでの研究から亜硝酸ナトリウムによる血圧降下作用に ALDH2 が深く
関わっている可能性を示してきた。そこで、次に生体内に吸収された亜硝酸ナト




法は、血圧測定実験と同様に Cyanamide または Allopurinol を前処置しておき























Fig.10 Time course of the plasma nitrite and nitrate levels following intravenous sodium 
nitrite administration with or without cyanamide or allopurinol pretreatment. The values 












Cyanamide を用い ALDH2 の影響のみ実施した。方法は、血圧測定実験と同様に
Cyanamide を前処置しておき ALDH2 を阻害した状態で亜硝酸ナトリウム（50 
μmol/ kg）を静脈内投与した。その後、0、5、15、30、60 分時点で各種臓器を取
り出し、臓器中の亜硝酸イオン濃度を測定した（Fig. 11）。さらに、測定した組
織中の亜硝酸イオン濃度の経時変化から AUC を算出して評価を行った（Table 
3）。その結果、組織中の亜硝酸イオン濃度の推移は、それぞれの臓器で異なるパ
ターンを示したが、Cyanamide 処置により主要臓器において亜硝酸イオンの消失
を有意に遅延させ（Fig. 11）、AUC も増加した（Table 3）。したがって、亜硝酸ナ




















Fig. 11 Time course of the tissue nitrite levels following intravenous sodium nitrite 
administration with or without cyanamide. The values are the means ± SE (n = 4 to 6). 







Table 3 Area under the curve（min/nmol/g tissue） 
The data represent the means ± SE (n = 4 to 6).  
*P＜0.05 v.s. saline, ** P＜0.05 v.s.saline. 
 
 
Fig. 12 Organs ALDH2 expression. The data represent the means ± SE (n = 4).  
ALDH2: mitochondrial aldehyde dehydrogenase 2 
Tissues
Brain 1977 ± 61 3264 ± 40 **
Lung 831 ± 93 1431 ± 201 **
Aorta 2644 ± 40 4144 ± 121 **
Liver 540 ± 50 1178 ± 76 *
Spleen 495 ± 237 846 ± 420
Kidney 460 ± 118 1131 ± 155 *
Testis 3266 ± 44 5248 ± 89 **
Stomach 1977 ± 108 3589 ± 368 **
Jejunum 2493 ± 181 5222 ± 311 **











のエステラーゼ活性または機能を示すことも報告されている 46。Beretta らは、in 
vitro の研究で精製した ALDH1 および ALDH2 を用い亜硝酸塩が sGC を活性化
することを報告した 31。さらに、Ohtake ら 29と Kadowitz ら 30は、正常酸素環境
下の高血圧ラットにおける亜硝酸塩からの NO への変換に ALDH2 が寄与して
いる可能性を報告している。亜硝酸塩に対する ALDH の影響を検討した文献は
限られているが、Cyanamide および Chloral hydrate を用いて ALDH2 を阻害する
ことで亜硝酸塩を減少させている 29-31, 35, 37。 
一方で、ALDH2 や XO のような酵素系以外にもミオグロビンやヘモグロビン
などの heme 含有タンパク質が NO または亜硝酸塩を介したシグナル伝達に関与
していることが示唆されている 14, 20, 47-54が、これらの研究はいずれも低酸素環境
下で検討したものであり、正常酸素環境下の血管拡張にどの程度寄与している
かは依然として不明であることから、さらなる証拠を示す必要がある。 
最近の Kevil らによる review では、亜硝酸塩による人や動物モデルおける多
くの病態に対する影響および現在進行中の臨床的および実験的報告が示されて
いる 27。本研究で用いた 50 μmol/ kg および 150 μmol/ kg の亜硝酸ナトリウムの










（Fig.11, Table 3）。 
以上の結果から、亜硝酸ナトリウムはほとんどの臓器に普遍的に存在する
ALDH241, 55（Fig. 12）によって変換または還元され NO を介した血圧降下作用を
示すことが示唆された（Fig. 13）。しかしながら、NTG に関しては Mayer ら 31, 44, 
45により NTG-Nitrite-NO 経路の他に NTG から直接 NO に変換される経路も報告
されていることから本研究とは分けて考える必要があり、さらなる検討が必要
である。 
Fig. 13 Sodium nitrite-derived NO formation mechanism in normoxic condition. L-Arg: 
L-arginine, NOS: NO synthase, ALDH2: mitochondria aldehyde dehydrogenase 2 
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第 2 章 亜硝酸ナトリウムの補給による循環器疾患モデルに対する臓器保護作用 
 






Collagen type1 α-1、Collagen type 3、Elastin、Fibronectin、Proteoglycan の増加など
の病理学的な特徴が現れる 57。 







内因性の NO 合成の低下や NO の生理活性の低下は、高血圧性の心疾患の発














し、臓器に普遍的に存在する ALDH2 により NO に変換されることを示唆する結
果を得た。このことから、NO の不足を伴う心臓リモデリングに対しても亜硝酸
ナトリウム経口的な補給によって NO が供給され、臓器保護作用を示すと仮説
を立てた。また、第 1 章で用いた L-NAME は、長期間動物に与えることで NO
の生物学的利用率の低下により機能的および構造的な血管機能不全から心血管
疾患および腎疾患を発症することが報告されている 65。 





















Fig. 14 Effect of nitrite supplementation to NO deficient cardiac remodeling and renin-
angiotensin system. NO: nitric oxide, NOS: NO synthase, ACE: angiotensin converting 
enzyme, AT1R: angiotensin II type 1 receptor, TGF-β: transforming growth factor-β, 







第 2 節 亜硝酸ナトリウムの補給による血圧への影響と体内への供給量 
本研究では、動物を次の 5 つのグループに分けた。蒸留水のみを与える Control




して 8 週間飼育した。 
L-NAME を 8 週間処置すると、Fig. 15 に示したように蒸留水を与えた Control























Fig. 15 Effect of dietary nitrite and captopril on blood pressure in L-NAME-induced 
hypertension rats. The values are the means ±  SE (n = 10 to 12). *P＜0.05 v.s. 














Fig. 16 Plasma and heart concentration of nitrite and nitrate.  
The values are the means ±SE (n = 10 to 12).  









（Fig. 17, 18）。さらに、線維化を Masson’s trichrome 染色（アニリンブルーによ
り線維が青く染まる）により定量的に評価した。L-NAME 処置によりコントロ
ール群に比べ血管周囲の線維化や心筋間質の線維化が増加していることが確認























Fig. 17 Histological assessment of hypertrophy and fibrosis in the left ventricular. 
The values are the means ± SE (n = 5 to 6).  












Fig. 18 Histological assessment of hypertrophy and fibrosis in the myocardial coronary 
arterioles. The values are the means ± SE (n = 5 to 6).  








含まれる Collagen type 1 α-1 と Fibronectin の心臓中の mRNA 発現レベルを調べ
た。L-NAME 処理は、心臓中の TGF-β の mRNA 発現量を増加させ、続いて結合
組織タンパク質である Collagen type 1 α-1 と Fibronectin の mRNA 発現量を増加
させた（Fig. 19）。一方で、亜硝酸ナトリウムの補給とカプトプリル処置は、心





Fig. 19 Cardiac transcriptional level of TGF-β1 and connective tissue proteins.  
The values are the means ± SE (n = 5 to 6). *P＜0.05 v.s. control, † P＜0.05 v.s.L-































第 4 節 亜硝酸ナトリウム補給による心臓リモデリング抑制メカニズム 
高血圧によって引き起こされる心臓のリモデリングは、AT II および AT 1R
を介して起こる 69。この RAS の活性化は、心血管系に有害な作用を示すことは
広く知られており、そのメカニズムには NADPH oxidase の発現増加や活性化に
よる ROS 産生の増加や線維芽細胞増殖因子である TGF-β の活性化により心臓
リモデリングを引き起こす 69, 70。AT II は、肺循環中のアンギオテンシン変換酵
素（ACE）によって活性化され 69、主に血管平滑筋細胞に存在する AT1R へ結
合することにより作用を示す 71。本実験で用いている亜硝酸ナトリウムから産
生されるとする NO は、AT I から AT II へ変換する ACE 活性阻害 72や NF-κβ を
介した AT1R の発現増加を抑制することが報告されている 73-76。 
これらのことから、亜硝酸ナトリウムの経口補給による心臓リモデリングの
改善メカニズムに亜硝酸ナトリウム由来の NO を介した RAS の活性化調節が関
与していると仮説を立てた。そこで、亜硝酸ナトリウムの補給による RAS へ
の影響について検討した。L-NAME 処置 8 週目に解剖を行い血液と心臓を採取
し、血漿中の AT II 濃度の測定と心臓の AT1R の mRNA とタンパク質発現レベ
ルを PCR 法と免疫染色法により評価した。 
Fig. 20 に示したように L-NAME 処置は、血漿中の AT II 濃度を上昇させた
が、亜硝酸ナトリウム補給やカプトプリルの摂取は血漿中の AT II 濃度を
Control 群と同程度まで抑制した。これは、亜硝酸ナトリウムがカプトプリルと
同様に ACE 活性を阻害したと考えられた。これは、NO が ACE 活性を阻害




Fig. 20 Plasma AT II concentration. The values are the means ± SE (n = 4 to 6.  
*P＜0.05 v.s. control, † P＜0.05 v.s. L-NAME.  
 
さらに、L-NAME 群により心臓組織における AT1R の mRNA およびタンパク
質の発現を増加させたが、亜硝酸ナトリウムの補給によって抑制した（Fig. 21, 
22）。一方、カプトプリルは L-NAME 処置による心臓中の AT1R の mRNA とタ
ンパク質発現の両方で影響を与えなかった（Fig. 21, 22）。この結果は、NO が AT1R
の転写に関る NF-κβ を S- nitrosylation することで阻害するという報告がある 73-76
ことから、亜硝酸ナトリウムの補給による AT1R 発現量の抑制は、補給した亜硝
酸ナトリウム由来 NO または NO 関連物質によって NF-κβ が S- nitrosylation され
たことにより活性が阻害された可能性がある。しかし、本研究ではその点に関し
て検討を行っていないことから今後の研究課題としたい。 
以上のことから、L-NAME により内因性 NO 産生が低下した状態では血圧の





AT II-AT1R の活性化を抑制することで心臓リモデリングを改善したと考えた。  
また、本研究においてカプトプリルは AT1R 発現増加に対して完全な抑制効
果を示さなかった。カプトプリルは、ブラジキニンを介して血管内皮細胞から内




プトプリルは AT1R の発現調節ができると考える。 
 
 
Fig. 21 Cardiac AT1R mRNA expression levels. The values are the means ± SE (n = 4 









Fig. 22 Cardiac AT1R protein expression levels. The values are the means ± SE (n = 4 










4-1  NO 不足による RAS シグナルおよび NO の作用メカニズムの考察 
亜硝酸塩からの NO 産生系は非常に複雑な形態をとっているが、同様に NO の
作用メカニズムも非常に複雑である。そこで、本研究で調べた L-NAME によっ
て誘導されるシグナル経路における亜硝酸ナトリウムの抑制メカニズムの他に
AT II-AT1R 系の下流シグナルおよび AT II-AT1R 系から独立したシグナルに対す
る影響について考察した（Fig 23）。 
本研究では、L-NAME 処置によって起こる AT II による NADPH oxidase 活性
化や ROS 産生に関しては調査していない。しかし、多くの研究で L-NAME 誘発
性高血圧の原因として AT II が血管の NADPH oxidase を活性化させ、続いて ROS










筋線維芽細胞による Collagen 合成を阻害するなど PKA 非依存性経路を介して
Collagen や Fibronectin などの細胞外マトリックス（ECM）合成を抑制する 81。
cGMP / PKG シグナルは、TGF-β による筋線維芽細胞の形質転換および Smad 3
（TGF-β 応答の Signal transducer）のリン酸化を介して起こる ECM 合成を阻害
する 72。心臓リモデリングにおける NO の役割についてもう少し考察すると、
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グを誘導する。さらに、α-アドレナリン受容体アゴニストおよび AT II によっ
て刺激された G タンパク質によるシグナル（Ca 2+ /CaM および PKC）は、
PDE1A を活性化して cAMP および cGMP を加水分解する 83。L-NAME 誘発の
高血圧では、心臓中の cAMP と cGMP レベルを低下させ、線維物質である
Collagen や Fibronectin などの ECM 合成を増加させる。一方、本研究では亜硝
酸ナトリウムの補給により NO を介して血圧および血漿 AT II レベルを低下さ
せたことから（Fig. 15, Fig. 20）、G タンパク質によるシグナルを低下させ
PDE1A 活性を抑制することにより cAMP や cGMP を増加させる可能性があ
る。さらに、NO による PKG 活性化は、cAMP を特異的に加水分解する PDE3
を阻害することで、心臓の cAMP レベルを上昇させる 81。 
これらの結果は、心臓リモデリングに対する NO の効果が予想以上に多面的
であることを示している。また、これらの結果は NO 供与体および PDE 阻害剤
を用いた研究から導き出されたものであり、食事由来の亜硝酸塩や硝酸塩によ









Fig. 23 A proposed schematic representation of the selected signaling related to the inhibitory actions of NO on the process of cardiac 
remodeling. NO: nitric oxide, NOS NO synthase, ACE: angiotensin converting enzyme, AT1R: angiotensin II type 1 receptor, TGF-β: 
transforming growth factor-β, ROS: reactive oxygen species, PKC: protein kinase C, CaM: calmodulin, ANP: atrial natriuretic peptide 
NPR: natriuretic peptide receptor, cGMP: cyclic guanosine monophosphate, PKG: protein kinase G, PDE: phosphodiesterase, cAMP: 
cyclic adenosine monophosphate, PKA: pretein kinase A, ECM: extracellular matrix 
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第 5 節 食事由来の硝酸塩や亜硝酸塩の代謝経路と人における摂取量 
食事から摂取した硝酸塩や内因性 NO の酸化によってできた硝酸塩の約 70％
は尿中に排泄されるが、残りの硝酸塩の 25％は生体内に吸収されて腸-唾液経路
を経て唾液として口腔内に分泌され、次に口腔内で口腔内バクテリアにより亜
硝酸イオンに還元される（Fig. 1）。さらに、胃内に入ると NO および S- nitrosylation
タンパク質を産生する 84。胃内で産生された NO は、胃粘膜の局所で胃の保護作
用を示すが、半減期が非常に短い気体分子である 72。逆に、より安定な NO 供与
体である S- nitrosylation タンパク質および亜硝酸イオンは、上部消化管で吸収さ
れ、心臓および末梢血管を含む全身器官に輸送される 85。これらは、






せなかったが、組織中の S- nitrosylation タンパク質濃度を上昇させていることを
明らかにしている 85。本研究では、心臓におけるタンパク質の S- nitrosylation を










Hord らの報告 89によれば、Dietary Approach Stop Hypertention（DASH）の食事
パターン 90を用い野菜や果物の摂取量から毎日の硝酸塩摂取量を算出すると、
1200 mg/日を上回る。摂取した硝酸塩は生体内に取り込まれた後、腸-唾液循環
により約 25％が唾液中に分泌される 91。その唾液から分泌された硝酸塩の 20％
が舌上のバクテリアによって亜硝酸塩に変換される 92。したがって、1200 mg の
硝酸塩を含む DASH 食では、1 日に 60 mg（硝酸塩 1200 mg の約 5％）の硝酸塩
（亜硝酸塩 46 mg に相当）が胃に入る。本研究における、ラットの亜硝酸ナトリ
ウム摂取量は、ラット 1 匹当たり約 0.2 mg /日である（亜硝酸ナトリウムが 10 
mg / L および 100 mg / L 含まれた飲料水をラットは毎日 20 ml 飲む）。硝酸塩や
亜硝酸塩が豊富な食品や野菜の摂取量を増やすことにより、これらの亜硝酸塩














第 6 節 小括 
本章では、L-NAME 誘導性の NO 不足高血圧モデルラットを用い、慢性的な
NO 不足による心臓リモデリングに対する亜硝酸ナトリウムの経口補給による
臓器保護効果と臓器保護メカニズムについて検討した。 





に伴う心臓肥大 57, 58だけでなく、ROS 産生の増加や TGF-β の活性化により心臓
リモデリングを引き起こすことが報告されている 69, 70。 
Fig. 24 に示したように、本研究では L-NAME により内因性 NO 合成を阻害す
ることにより、血圧の上昇（Fig. 15）から心臓リモデリング（TGF-β を増加させ、
Collagen や Fibronectin などの線維物質を増加させた）を引き起こすことを示し
た（Fig. 19）が、亜硝酸ナトリウムやカプトプリルを補給することにより Control
群と同程度まで改善した。そのメカニズムとして ATII の合成や産生抑制（Fig. 










Fig. 24 Organ protective mechanism of sodium nitrite supplementation in NO-deficient 
cardiac remodeling. NO: nitric oxide, NOS: NO synthase, ACE: angiotensin converting 
enzyme, AT1R: angiotensin II type 1 receptor, TGF-β: transforming growth factor-β, 












第 3 章 亜硝酸ナトリウムの補給による呼吸器疾患モデルに対する臓器保護作用 
 
第 1 節 はじめに 
第１章では、L-NAME 処置による内因性 NO が不足した高血圧モデル動物を
用いて亜硝酸ナトリウムの血圧降下作用と亜硝酸ナトリウムからの NO 産生に
関する主要因子が ALDH2 であることを明らかにした。さらに、第 2 章では L-










の職業的曝露も COPD 発症の危険因子であると考えられている。この COPD の
発症に関与する機序を明らかにするために様々なタイプの COPD モデル動物が






















Fig. 25 Effect of sodium nitrite supplementation in elastase-induced pulmonary  











Control 群、エラスターゼ群、エラスターゼ+亜硝酸ナトリウム群（飲料水中 50 




Table 4 Effect of sodium nitrite supplementation on body weight. 















stress の増加を亜硝酸ナトリウム由来の NO または NO 関連物質が抗炎症作用に
より抑制した結果であると推察した。したがって、高用量の亜硝酸ナトリウム




Fig. 26 Nitrite and nitrate concentrations in the plasma. The values are the means ± SE 




第 3 節 亜硝酸ナトリウムの補給による肺気腫病変抑制効果 
エラスターゼ処置における肺気腫への病態に対する亜硝酸ナトリウムの効果
を明らかにするため、本研究ではエラスターゼ処置と同時に亜硝酸ナトリウム
を 3 週間補給した。肺組織の組織標本（HE 染色）を用いて、病理学的評価を行






硝酸ナトリウム補給により Control 群と同程度まで抑制していた（Fig. 27）。 
Fig. 27 Histological analysis and mean linear intercepts. The values are the means ±
SE(n = 6 to 12). *P＜0.05 v.s. control group, † P＜0.05 v.s. elastase group. 
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Fig. 28 Immunohistochemistry of F4/80 expression levels. The values are the means ±














てた。そこで、肺胞実質における iNOS の発現量を免疫染色により測定した（Fig. 























Fig. 29 Immunohistochemistry of iNOS expression levels. The values are the means ±
SE (n = 6 to 12). *P＜0.05 v.s. control group, † P＜0.05 v.s. elastase group. 















NO は、肺で抗炎症作用を発揮するが、呼気中の NO は気管の炎症のマーカー
としても使用される 102, 103。すなわち、亜硝酸ナトリウムが NO 供与体であるこ
とを考えると、本研究のように亜硝酸ナトリウムを補給することによりマクロ
ファージ誘導される iNOS によって大量の NO がすでに生成されている肺の炎
症部位に、さらに NO を供給することになる。この大量の NO 供給は、ニトロソ
化ストレスを産生する可能性がある。実際、呼気中の NO の増加は硝酸塩が豊富














Transnitrosation と Nitrosylation を介して肺組織を含む哺乳動物組織で抗酸化作用
や抗炎症作用を示すことが報告されている 54。また、エラスターゼ誘発性の肺気
腫の初期段階に続く iNOS による病態の進展に eNOS や亜硝酸ナトリウムが治
療的に関連している可能性が示唆されている 97。すなわち、摂取した亜硝酸ナト
リウムは、直接肺で NO を産生すというよりも胃内や生体内で何らかの NO 輸





が直接肺胞で NO を産生するというよりは、胃内や生体内で何らかの NO 輸送



















も、胃内または生体内に吸収されたのち Hb-NO や RS-NO を形成した後、肺に






















Fig. 30 Protective mechanism of oral supplementation of sodium nitrite in elastase-
induced pulmonary emphysema. iNOS: inducible NO synthase, COPD: chronic 


























第 1 章では、NO 不足による高血圧モデル動物に亜硝酸ナトリウムを経口また
は静脈内に投与すると投与量依存的な血圧降下作用を示し、正常酸素環境下に
おける亜硝酸ナトリウムからの NO 産生は、NO 供与体である NTG と同様に主
要臓器中に発現している ALDH2 が主要因子であることを明らかにした。このこ
とから亜硝酸ナトリウムを補給することにより各種臓器で NO を介した生理作




カニズムに血漿の AT II 濃度の上昇や心臓に発現する AT1R の発現増加が関与し
ていることが分かった。一方で、日常的に食事から摂取可能な量の亜硝酸ナトリ
ウムを経口補給させることで NO の不足で起こった RAS の活性化を抑制し、心










は生体内に吸収された後、全身に分布して各臓器に存在する ALDH2 により NO


















Fig. 31 Protective effect of oral supplementation of sodium nitrite in cardiovascular disease and respiratory disease. 
ALDH2: mitochondrial aldehyde dehydrogenase 2, NOS: NO synthase, AT II: angiotensin II, AT1R: angiotensin II type 1 receptor, TGF-



































1-4. ALDH2 と XO 阻害における亜硝酸ナトリウム投与実験手順と解析方法 
1-5. 血漿・組織中の亜硝酸イオンと硝酸イオン濃度の測定 
1-6. Western blot による ALDH2 の発現量の測定 
1-7. 統計解析 
 





2-5. RT-PCR による mRNA 量の測定 



















Sprague-Dawley 系雄性ラット（5 週齢, 体重 200〜250g）を Kiwa Laboratory 
Animals（Wakayama, Japan）から購入した。動物は到着後、蒸留水と標準飼料（CE-
2, CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan）を 7 日間自由摂取させて環境に順化させた。飼
育環境は、12 時間 / 12 時間の明/暗サイクルで行った。実験終了時には高濃度の
ペントバルビタール（150 mg/kg; Somnopentyl®, Kyoritsu Seiyaku LTD, Tokyo, Japan）






6 週齢のラットに内因性 NO 合成阻害剤である Nω-nitro-L-arginine methyl ester
（L-NAME., Bachem AG、Bubendorf、Switzerland）を 1g/L で飲水に加え 3 週間摂
取させ NO 不足による高血圧動物を作成した 6。その後、ラットの自律反射を低
下させることなく 3〜4 時間安定した麻酔効果を維持できるチオブタバルビター










Transducer（MLT0670, BP transducer, ADInstruments, Oxford, UK）に接続し、




L-NMAE 誘発性の NO 不足高血圧ラットに亜硝酸ナトリウム（Wako Pure 
Chemical Industries, LTD., Tokyo, Japan）を経口（Saline, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mmol/kg）




Sanwa Kagaku Kenkyusho CO., LTD, Nagoya Japan）は 0.01, 0.1, 1 μmol/kg、
Diethylamine nonoate（DEA/NO, A.G. Scientific, Inc., San Diego, CA）は、0.01, 1, 10 
μmol/kg を同様に投与した。なお、DEA / NO は、アルカリ性溶液下で安定であ
るため 10mM NaOH に溶解し、使用直前まで-20℃で保存した。投与時に保存し
た DEA/NO を 10 倍量の生理食塩水で希釈して用いた。 
血圧降下作用を評価するため、初期血圧と各 NO 供与体を投与後の血圧が最
も低下した値から最大血圧低下率（% drop of MAP）を算出し、さらに詳細に評






1-4. ALDH2 と XO 阻害における亜硝酸ナトリウムの血圧測定と解析方法 
L-NMAE 誘発性の NO 不足高血圧ラットに ALDH2 阻害剤である Cyanamide
（25 mg/kg）（Wako Pure Chemical Industries, LTD., Tokyo, Japan）と Chloral hydrate
（66 mg/kg）（Wako Pure Chemical Industries, LTD., Tokyo, Japan）を各 NO 供与体
投与 60 分前（腹腔内投与）と 20 分前（静脈内投与）に処置し、さらに XO 阻害
剤の Allopurinol（100 mg/kg）（Wako Pure Chemical Industries, LTD., Tokyo, Japan）
は 0.5％カルボキシメチルセルロースに懸濁した後、各 NO 供与体投与 20 分前
に腹腔内投与した 25, 38, 116, 117。次に、亜硝酸ナトリウム（Saline, 17, 50, 150 μmol/kg）
を体重 100 g 当たり 100 μL になるように調製して静脈から急速注入した。さら
に、亜硝酸ナトリウムの血圧降下作用と比較するため NTG（0.1, 1 μmol/kg）ま
たは DEA / NO（1 μmol/kg）を同様に投与した。なお、Martin らによって NTG と
DEA / NO の血圧降下作用に対する Chloral hydrate の影響は報告されていた 118こ
とから本研究では実施しなかった。これらの血圧降下作用を評価するため% drop 
of MAP と AUC of MAP を算出した。 
 
1-5. 血漿および組織中の亜硝酸イオンと硝酸イオン濃度の測定 
血液サンプルは、亜硝酸ナトリウム投与前の 0 分および投与後の 1, 5, 15, 30, 
45, 60 分に頸静脈から採取した。さらに、組織サンプル（脳、肺、大動脈、肝臓、











亜硝酸ナトリウムの消失に対する Cyanamide の影響を評価した。 
 
1-6. Western blot による ALDH2 の検出 
各臓器重量の 2 倍量の RIPA buffer （25 mmol/L Tris・HCl pH 7.6, 150 mmol/L 
NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 2 mmol/L Na3VO4, 1 mmol/L 
NaF, Protease inhibiter cocktail 0.1 tablet/mL） を加え 2 分間ホモジネートした後、
遠心分離 （12,000 G, 4℃, 5 min）して上澄みを回収しサンプルとした。サンプル
中のタンパク濃度を BCA protein assay kit （Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA）
で測定し、タンパク濃度を 10 mg/mL に調製した。その後、サンプルと等量の SDS 
sumple buffer （0.5 mol/L Tris・HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% glycerine, 1%BPB, 6% 2-
mercaptethanol）を加え 95 ± 5℃で 5 分間ボイルした。SDS-PAGE を行うため調製
したサンプルと分子量マーカーを各レーンに 5 µLずつアプライした（25 µg/lane）。
SDS-PAGE 後、タンパク質を PVDF 膜 に転写した。その後、5%スキムミルクに
一次抗体（ALDH2 goat polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, 
CA, USA）を 1000:1 で加えブロッキングしながら一晩反応（室温）させた。PVDF
膜を T-PBS （0.1% Tween 20 PBS ）で 3 回洗浄し、二次抗体（Anti-goat IgG-HRP, 
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA）処理を 1 時間行った。蛍光発
色試薬 Super SignalTM（Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA）を用い LAS-1000 
plus （FUJIFILM Corporation, Tokyo, Japan） で蛍光強度を検出し、Gene Tools® 





































Sprague-Dawley 系雄性ラット（6 週齢、体重 200〜250g）を Kiwa Laboratory 
Animals（Wakayama, Japan）から購入した。動物は到着後、蒸留水と標準飼料（CE-
2, CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan）を 7 日間自由摂取させて環境に順化させた。飼
育環境は、12 時間/12 時間の明/暗サイクルで行った。7 週齢のラットを体重で無
作為に次の 5 群に分け 8 週間飼育した。1）Control 群（蒸留水のみ）、2） L-NAME
群（1 g/L）、3） L-NAME + 亜硝酸ナトリウム（10 mg/L）群、4） L-NAME + 亜




88, 95。ACE 阻害剤であるカプトプリルは、Wako Pure Chemical Industries, LTD.
（Osaka, Japan）から購入した。実験終了時には、ペントバルビタール（150 mg/kg; 
Somnopentyl®; Kyoritsu Seiyaku LTD, Tokyo, Japan）を腹腔内投与して安楽死させ





8 週間飼育した L-NAME 誘発性高血圧ラットにチオブタバルビタールナトリ





Becton Dickinson and Company, Sparks, MD. USA）を留置した。その後、血液の凝
固を防ぐためにヘパリンを生理食塩水（30 IU/ mL）で希釈して注入した。動脈
に留置したカテーテルを圧測定用の Transducer（MLT0670, ADInstruments, 
Colorado Springs, CO, USA）に接続し、さらにデータ解析システムの PowerLab®
（AD Instruments, Milford, MA, USA）に繋いで 10 分間の血圧を記録した。記録





ール= 1：1（体積/体積）で調製後、遠心分離（10,000g, 5 分）を行った。その後、
血漿と心臓組織中の亜硝酸イオンと硝酸イオン濃度を NOx 測定専用の HPLC シ
ステム（ENO-20; Eicom, Kyoto, Japan）を用いて測定した 108,119。検出方法は、カ
ラムにより亜硝酸イオンと硝酸イオンを分離し、さらに硝酸イオンは亜硝酸イ




埋した心臓組織を 4 μm の切片にし、線維部位が青く染色される Masson’s- 
trichrome 染色を行い心臓の左心室および血管の肥大と線維化について定量化し
た。心臓の左心室の肥大と線維化は、高解像度ビデオカメラを備えた光学顕微鏡







光学顕微鏡（DP50, Olympus, Tokyo, Japan）を用いて各心臓切片から直径 50〜300 




（v.1.48, National Institutes of Health, USA）を用いて分析した。 
 
2-5. RT-PCR 
解剖時に採取した心臓組織サンプルは、採取後直ちに RNA 安定化溶液（RNA 
later®溶液; Ambion, Carlsbad, CA, USA）に浸し測定するまで-30℃で保存した。
心臓組織中からの RNA 抽出は、ISOGEN II（Nippon Gene Co., LTD, Tokyo, Japan）
を用いて行った。抽出した RNA は、cDNA 合成キット（PrimeScript®II ; Takara 
Bio Inc., Shiga, Japan）を用いて cDNA 化した。 
RNA の増幅は、Gene RED PCR Mix（Nippon Gene, Tokyo, Japan）に 1μl の
cDNA とプライマーを加え、サーマルサイクラー（PC806, ASTEC, Fukuoka, 
Japan）を用いて増幅させた。なお、標的の mRNA（GAPDH, TGF-β, コラーゲ
ン I 型, フィブロネクチン, AT1R）に対するプライマーは、STAR-OLIGO
（Rikaken CO., LTD., Aichi, Japan）で合成した。サーマルサイクラーの温度設
定（熱変性、アニーリング、伸展）とサイクル数は、すでに報告されている方
法 121-124 に従って実施した。増幅させた mRNA サンプルは、2％アガロース




Image J ソフトウェア（v.1.48, National Institutes of Health, USA）を用いて数値
化し、標的の mRNA 発現量と GAPDH 発現量の比を算出した。 
2-6. アンギオテンシン II の血漿中濃度の測定 




心臓組織を 10%ホルムアルデヒドで固定後、パラフィンに包埋した。次いで 4 
μm 切片に切断した。切片は、キシレンで脱パラフィンし、内因性ペルオキシダ
ーゼの活性を過酸化水素によりブロックした。次にリン酸緩衝液を用いて洗浄
し、AT1R rabbit polyclonal antibody（Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, 
USA）で一晩反応させた後、二次抗体 MAX-PO（MULTI）（Nichirei Biosciences 
Inc., Tokyo, Japan）と反応させた。ペルオキシダーゼ基質ジアミノベンジジン
（ImmPACT TM DAB; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA）を用いて発
色させた。免疫染色の定量化は、高分解能ビデオカメラ（DP50, Olympus, Tokyo 
Japan）を備えた光学顕微鏡を用いて×400 の倍率で心臓組織あたり 20 視野を分
析した。その後、総面積に占める陽性染色領域（茶色）の割合（%）を算出した。




全ての値は、平均値 ± 標準誤差として示した。データは、One-way ANOVA の
Tukey-Kramer 検定により分析し、P <0.05 をもって有意差有りとした。 
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第 3 章 実験方法 
 
3-1. 実験動物と動物倫理 
7 週齢の C57BL / 6J マウスを SLC（Japan Inc., Tokyo, Japan）から購入し、蒸留
水と標準的な飼料（CE-2, CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan）を与え 12 時間自由摂取
させることにより環境に順化させた。飼育環境は、12 時間 / 12 時間の明/暗サイ
クルで行った。本実験は、Josai Life Science Center の動物実験委員会によって承
認（承認番号：H27077）されており、NIH による実験動物のケアおよび使用の
ガイドラインに従って実施した。 
マウスを体重により無作為に、次の 4 群（n = 6 to 12）に分けた。1）Control 群
（saline 処置、n = 6）、2）エラスターゼのみ（n = 12）、3）エラスターゼ＋亜硝
酸ナトリウム（50 mg/L、n = 6）、4）エラスターゼ+亜硝酸ナトリウム（150 mg/L、
n = 12）とした。投与した亜硝酸ナトリウム（Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
Osaka, Japan）は、飲み水中に溶解して自由飲水させた。 
エラスターゼ誘発性の肺気腫モデルマウスは、Pentobarbital（50 mg/kg）の腹腔
内注射で麻酔し、次に豚膵臓由来エラスターゼ（50 μL/匹）（Sigma, St. Louis, MO, 















いて、血漿：メタノール= 1：1（体積/体積）で調製後、遠心分離（10,000g, 5 分）
を行った。その後、血漿サンプル中の亜硝酸イオンと硝酸イオン濃度を NOx 測
定専用の HPLC システム（ENO-20; Eicom, Kyoto, Japan）を用いて測定した 108,119。
検出方法は、カラムにより亜硝酸イオンと硝酸イオンを分離し、さらに硝酸イオ





厚さ 5 μm の切片を作成し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色した。肺気腫
病変では肺胞の破壊が起こるため平均肺胞径（Mean Linear Intercept, μm）を計測
した。各マウスの肺胞部分を光学顕微鏡（DP50, Olympus, Tokyo Japan）で 10 視







率 1：200）（Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA）または iNOS ウ
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サギポリクローナル抗体（希釈率 1：400）（Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA）
を添加して一晩インキュベートした。次に、二次抗体マウス MAX-PO（Rat）
（Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan）と共にインキュベートした。発色は、ペ
ルオキシダーゼ基質ジアミノベンジジン（ImmPACTTM DAB; Vector Laboratories, 
Inc., Burlingame, CA, USA）を用いて行った。免疫染色の定量化は、高解像度ビ
デオカメラを装備した光学顕微鏡（DP50, Olympus, Tokyo Japan）を用いて、それ
ぞれの肺組織切片から気管支部分を 20 視野（炎症範囲：F4 / 80）、肺胞部分を 5
視野（iNOS の発現）撮影した。撮影した画像を基に気管支の総数に対する F4 / 
80 陽性気管支数の割合（%）、および 1 視野当たりの iNOS 陽性細胞の平均数を
算出して評価を行った。すべての画像を Image J ソフトウェア（Ver.1.48, National 
Institutes of Health, USA）を用いて分析した。 
 
3-6. 統計解析 
全ての値は、平均値 ± 標準誤差で示した。データは、One-way ANOVA の
Tukey-Kramer 検定により解析した。また、気管支の炎症範囲を定量したデータ
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